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Riassunto 
Nel periodo tra Dicembre 2012 e Luglio 2013, nel presente studio sono stati esaminati 798 corvidi, di cui 
678 gazze (Pica pica) e 120 cornacchie grigie (Corvus corone cornix) provenienti da alcuni comuni della 
provincia di Pisa per la ricerca di Toxoplasma gondii e Trichinella spiralis. Nel caso di T. gondii  sono stati 
esaminati il cuore e il coagulo intracardiaco campionati da 651 gazze e 120 cornacchie grigie. Il coagulo è 
stato sottoposto a esami sierologici mediante IFAT per la ricerca di anticorpi anti-T. gondii, mentre il cuore 
di tutti gli animali risultati positivi all’IFAT è stato utilizzato per l’estrazione del DNA seguita dalla PCR e 
dalla genotipizzazione. Per la ricerca di Trichinella, i muscoli pettorali di 678 gazze e 91 cornacchie grigie 
sono stati analizzati mediante la tecnica di digestione artificiale indicata dal Regolamento CE 2075/2005. I 
dati ottenuti sono stati analizzati statisticamente con il test del Chi quadro con la correzione di Yates. Tutti 
gli animali esaminati sono risultati negativi per Trichinella, mentre il  5,8% dei corvidi (45/771), 
comprendenti 41 gazze e 4 cornacchie grigie, sono risultati positivi per T. gondii all’IFAT con titoli compresi 
tra 1:25 e 1:100. I test molecolari hanno confermato la presenza del parassita nei cuori di 15 dei 45 corvidi 
sieropositivi mentre la caratterizzazione genetica ha evidenziato la presenza dei genotipi II e III di T. gondii. 
Dall’analisi statistica non sono emerse differenze significative tra le due specie di corvidi e tra le diverse aree 
di provenienza. 
Parole chiave: Trichinella, Toxoplasma gondii, provincia di Pisa, gazza (Pica pica), cornacchia grigia 
(Corvus corone cornix) 
ABSTRACT 
From December 2012 to July 2013, 798 deceased free ranging corvids, including 678 magpies (Pica pica) 
and 120 hooded crows (Corvus corone cornix) coming from several areas of the province of Pisa, were 
examined for Trichinella sp. and Toxoplasma gondii. More specifically, the intracardiac blood clot from 651 
magpies and 120 hooded crows was examined by IFAT for T. gondii. In seropositive birds, the heart was 
homogenized and DNA was extracted to perform a nested polymerase chain reaction (nPCR) detection 
method for B1 gene of T. gondii and genotyping for SAG. In the case of Trichinella, breast muscle samples 
(50 g each) from 678 magpies and 91 hooded crows were tested by artificial digestion following the method 
reported in the EC Regulation 2075/2005. After digestion, eventually recovered larvae were processed for 
molecular typing. Data were statistically analysed (p <0.05). Forty-five (5.8%) out of the 771 animals 
including 41 magpies and 4 hooded crows, scored positive for T. gondii with titers ranging from 1:25 to 
1:100. T. gondii DNA was detected in 15 out of 45 heart samples, while genetic characterization revealed the 
occurrence of genotypes II and III of T. gondii. No Trichinella larvae were detected in muscle samples. At 
statistical analysis, seropositivity to T. gondii was not significantly different between the two species of 
corvids and among the different areas of origin.  
Key words: Trichinella, Toxoplasma gondii, province of Pisa, magpie (Pica pica), hooded crow (Corvus 
corone cornix
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Introduzione 
 
Corvidi in Italia 
 
I corvidi sono uccelli passeriformi della famiglia Corvidae, presenti in quasi tutto il mondo 
(Rolando, 1995). Tali specie sono caratterizzate da voce aspra e roca, emessa nella maggior parte 
dei casi in coro. Infatti, tutte queste specie conducono una vita gregaria e alcune di esse sono 
gerarchicamente organizzate. 
Un altro aspetto accomunante molte specie di corvidi è rappresentato dalla spiccata acutezza e 
dallo sviluppato ingegno. La loro abilità è osservabile in particolare nella capacità che hanno di 
memorizzare in modo rapido e conciso, pratiche da essi stessi attuate ed anche messaggi e stimoli 
provenienti dall'esterno. Imitano così diversi suoni e rumori che odono, nonché diverse parole 
umane e ricordano alla perfezione oggetti e frutti nascosti mesi e mesi prima in angoli remoti del 
bosco (Rolando, 1995).  
Le specie italiane inserite nella famiglia dei corvidi sono nove (Rolando, 1995) e precisamente: 
1) corvo (Corvus frugilegus), completamente nero e spiccatamente coloniale, presente solo come 
svernante in pianura padana; 
2) cornacchia (Corvus corone), di cui in Italia esistono due sottospecie: cornacchia grigia       
(Corvus corone cornix)  diffusa su tutto il territorio e cornacchia nera (Corvus corone corone) 
presente solo nelle aree alpine; 
3) corvo imperiale (Corvus corax), nero e di grosse dimensioni, legato in prevalenza alle zone 
montane ed alle coste con ripide pareti rocciose; 
4) taccola (Corvus monedula), nera con la nuca grigia, gregaria, legata alle pareti rocciose e agli 
edifici storici ricchi di buchi e fessure ove nidifica;  
5) gracchio alpino (Pyrrhocorax graculus), nero con becco e zampe giallo-arancio, gregario, tipico 
abitatore delle alte cime alpine; 
6) gracchio corallino (Pyrrhocorax pyrrhocorax), nero con lungo becco ricurvo rosso lucente, 
localizzato in diverse parti dell’Appennino centro-meridionale e nelle Alpi occidentali; 
7) gazza (Pica pica), dalla tipica colorazione bianca e nera e la lunga coda, frequente soprattutto 
nelle aree rurali; 
8) nocciolaia (Nucifraga caryocatactes), dal piumaggio bruno macchiettato di bianco, diffusa nelle 
foreste di conifere alpine, specializzata nel cibarsi dei semi del pino cembro e, in minor misura, 
delle nocciole; 
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9) ghiandaia (Garrulus glandarius), dal piumaggio variopinto da bruno-rosato a bianco, nero ed  
azzurro, legata ai boschi decidui con dominanza di querce, dei cui semi prevalentemente si nutre. 
La cornacchia grigia (Corvus corone cornix) e la gazza (Pica pica) sono le specie più comuni nei 
territori dell’Italia centrale (Rolando, 1995). Questi animali sono molto versatili e opportunisti nella 
ricerca di fonti alimentari. Essi sono onnivori e considerati animali “spazzini”, inoltre si alimentano 
di rifiuti che possono trovare nelle discariche (Salant et al., 2013). In alcuni studi è stato riportato 
che si possono nutrire anche della placenta di pecore e di altri grandi mammiferi (Molina-Lopez et 
al., 2012; Boarman e Hein, 1999). 
Il comportamento alimentare ha consentito una notevole espansione numerica di queste due 
specie (Politi et al., 2010). 
 
 
Cornacchia grigia (Corvus corone cornix) 
 
La cornacchia grigia morfologicamente mostra una lunghezza di circa 45-50 cm, il peso varia dai 
430 gr ai 580 gr, il dorso e la pancia sono coperte da piume grigie, le restanti parti invece sono di 
colore nero. In volo assomiglia a un rapace, mostrando le punte delle ali "digitate", la voce è 
gracchiante, i sessi nell’aspetto sono simili. 
La stagione di riproduzione inizia a Marzo e termina verso metà Maggio, con la costruzione di 
un nido fatto di ramoscelli sugli alberi, talvolta sui tralicci elettrici, in cui depone 4-7 uova, che 
cova per 18-20 giorni. I nidiacei restano nel nido per 4-5 settimane. Nelle zone in cui gli areali si 
sovrappongono, la cornacchia grigia si mescola spesso agli stormi di cornacchia nera, dando origine 
a individui ibridi. 
La cornacchia grigia è un onnivoro, ma dal punto di vista alimentare si può fare una distinzione 
tra il periodo autunnale-invernale, durante il quale rivolge la sua attenzione soprattutto alle 
coltivazioni di cereali e mais, leguminose come la soia, ortaggi, uva, oltre che cibarsi di frutti 
selvatici. In primavera, invece, la dieta si basa prevalentemente su animali vivi o resti di animali 
morti, tra cui invertebrati come ad esempio coleotteri, ditteri, ortotteri e loro larve, crostacei isopodi 
e lombrichi, e vertebrati come rane, lucertole, serpenti, talpe, piccoli roditori, uccelli e loro uova 
(Rolando, 1995). 
E’ diffusa in tutta Italia, soprattutto nelle zone di pianura e di collina e preferisce gli habitat 
aperti con alberature sparse per la nidificazione e il riposo, quali margini di boschi, praterie, campi 
coltivati, aree urbane, inoltre frequenta volentieri le spiagge e le discariche, le foci dei fiumi, le zone 
umide (Rolando, 1995). 
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La cornacchia è una specie principalmente sedentaria, che vive per tutto il corso dell’anno nella 
stessa zona. Questa regola è valida, però, solo per le aree a clima temperato, come l’Italia. Nel nord 
Europa, al contrario, si può assistere a veri e propri voli di migrazione che in autunno portano le 
cornacchie, che vivono in zone con inverni troppo freddi, a raggiungere aree dove il clima è più 
dolce. Comunque, in questi ultimi anni, il fenomeno è notevolmente diminuito di intensità, forse a 
causa dei cambiamenti del clima o per il fatto che anche nelle zone molto fredde la disponibilità di 
cibo non diminuisce durante l’inverno, grazie alla grande abbondanza di rifiuti prodotti dall’uomo 
(Dinetti e Fraissinet, 2001). Nel nostro Paese, le cornacchie compiono degli spostamenti che non 
sono migrazioni vere e proprie, ma piuttosto dei voli di dispersione. Questi sono più frequenti tra i 
giovani che, spinti da una curiosità e da uno spirito di esplorazione maggiore degli adulti, si 
allontanano dalle zone dove sono nati per cercare altre aree da colonizzare (Rolando, 1995). 
La società delle cornacchie è regolata da gerarchie molto precise che dipendono dal sesso, 
dall’età e dalle dimensioni (Rolando, 1995). Durante l’inverno, quando abbandonati i territori di 
nidificazione le cornacchie divengono degli animali sociali, i maschi adulti di grandi dimensioni 
divengono i “capi”. Durante la cattiva stagione le cornacchie hanno l’abitudine di aggregarsi in 
gruppi erratici addensandosi presso dormitori e zone di alimentazione (Rolando, 1995). 
  
 
Gazza (Pica pica) 
 
La gazza mostra un piumaggio di colore bianco e nero, con riflessi che possono variare dal grigio 
al verde metallico, può raggiungere un peso che va dai 200 gr ai 250 gr e ha una lunghezza in 
genere di 46 cm, di cui 24 cm corrispondono alla coda (Rolando, 1995). Il volo appare faticoso, e 
alterna veloci battiti d'ala a brevi planate. La costruzione del nido inizia molto presto, spesso prima 
della fine dell'inverno a gennaio, in città anche a novembre. Ciò può rappresentare anche una 
dimostrazione di occupazione territoriale, soprattutto in condizioni di elevata densità (Jerzak, 1995). 
Le attività di allestimento del nido si protraggono fino a marzo-aprile, anche perché la coppia 
costruisce solitamente dai 2 ai 4 nidi, di cui uno solo risulterà utilizzato (Rolando, 1995). I nidi sono 
costruiti generalmente sugli alberi e talvolta anche su costruzioni e tralicci dell'alta tensione. Il nido, 
costruito con ramoscelli, ha forma globosa ed è sormontato da una cupola che sembra assolvere ad 
una importante funzione anti predatoria, soprattutto nei confronti della cornacchia che rappresenta 
uno dei principali predatori dei nidi di gazza e può interferire con le attività riproduttive di questo 
animale (Rolando, 1995). In taluni casi vengono a determinarsi, tra queste due specie, distribuzioni 
a mosaico a scala geografica, nella quale la cornacchia è dominante nelle interazioni 
comportamentali e la gazza tende a costruire i nidi più vicino a case e strade, dove la cornacchia 
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tende a essere meno presente a causa del disturbo antropico (Fasola e Brichetti, 1983; Gustin, 1999; 
Giacchini e Politi, 2001). Per evitare la predazione dei nidiacei, inoltre, la gazza tende a evitare le 
zone abitate dai rapaci.  
Essenzialmente è un animale sedentario e in Italia la sua distribuzione è ampia, si osserva una 
presenza diffusa che interessa tutta la penisola, escluse Sardegna e isola d’Elba. Le abitudini 
comportamentali e alimentari sono molto simili alla cornacchia e anche la gazza è onnivora, l’unica 
differenza fra le due specie è che la gazza ingerisce maggiori quantità di insetti rispetto alla 
cornacchia, senza particolari differenze nelle stagioni.  
La cornacchia grigia e la gazza sono considerate specie problematiche, sia per i danni arrecati 
alle colture agricole, oltre che per la predazione di nidi di passeriformi e galliformi di interesse 
venatorio (Rolando, 1995). E’ infatti molto difficile tenere lontane queste specie dalle colture 
agricole, poiché si abituano quasi subito ai vari mezzi di difesa messi in atto, inoltre il 
compostaggio ai margini dei campi e la mancanza d’igiene favoriscono le visite regolari dei corvidi, 
situazione che porta anche a un aumento della pressione d’invasione nelle colture vicine (Fähndrich 
e Vogler, 2010). La cornacchia grigia è abbondante negli ambienti aperti, invece la gazza è 
nettamente più abbondante nelle aree urbanizzate. Data la loro elevata capacità di adattamento alle 
più svariate condizioni ambientali, tutte e due le specie possono raggiungere concentrazioni 
abbastanza elevate (Politi et al., 2010) per questo è necessario effettuare un controllo sulla 
popolazione (Santilli et al., 2010). Nel territorio della Provincia di Pisa l’Indice Chilometrico di 
Abbondanza (IKA = n/km, dove n rappresenta il numero di nidi e km i chilometri percorsi) medio 
riferito al 2012 è di 2,1 nel caso della cornacchia grigia e di 1,6 nel caso della gazza (Mazzarrone et 
al., 2013). L’articolo 19 della Legge Nazionale 157/92, e l’articolo 37 della Legge Regionale 
Toscana 3/94 e successive modifiche, definiscono i motivi che possono portare all’autorizzazione di 
piani di controllo di specie selvatiche all’interno di aree vietate alla caccia: 
• migliore gestione del patrimonio zootecnico 
• tutela del suolo 
• motivi sanitari 
• selezione biologica 
• tutela del patrimonio storico-artistico 
• tutela delle produzioni zoo-agro-forestali ed ittiche. 
Le motivazioni che hanno portato alla realizzazione di un piano di controllo negli ATC (Ambiti 
Territoriali di Caccia) della Provincia di Pisa, si riferiscono principalmente alla necessità di tutela 
delle covate dei galliformi nidificanti a terra e delle nidiate di lepre all’interno di Zone di 
Ripopolamento e Cattura e delle Zone di Rispetto Venatorio (Scarselli e Vecchio, 2012). Tale 
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controllo viene effettuato sotto stretta sorveglianza, con tecniche selettive e, soprattutto, sulla base 
di piani di abbattimento motivati e autorizzati dalla Regione, dietro parere favorevole dell’ISPRA 
(Istituto Superiore per la Protezione e Ricerca Ambientale), che rilascia l'autorizzazione per le 
specie onnivore considerati indicatori biologici negativi. I rapporti tra l’ISPRA e la Provincia sono 
semplificati tramite il “Protocollo tecnico”, dove sono specificati gli indirizzi tecnici al quale la 
Provincia si impegna per attenersi ai piani di controllo. Annualmente i piani di abbattimento devono 
essere verificati e confrontati con gli indici di densità, derivati dai censimenti periodici ed 
eventualmente modificati sulla base di questi ultimi. Il protocollo tecnico della cattura prevede 
l’addestramento di collaboratori mediante un apposito corso di preparazione, inoltre stabilisce il 
metodo corretto della cattura, attraverso l’utilizzo di gabbie Larsen nel periodo di riproduzione, in 
quanto sono molto territoriali e difendono il nido. Ogni gabbia, numerata e regolarmente autorizzata 
dall’Amministrazione Provinciale competente, è affidata nominalmente ad ogni collaboratore e a 
ogni cattura è prevista la compilazione di una scheda di rilevazione dove siano indicati: luogo, ora, 
data e classe di età dell'animale catturato (Mazzarone e Poli, 2015).  
 
Toxoplasma gondii 
 
Toxoplasma gondii è un protozoo intracellulare a diffusione cosmopolita inserito nel Phylum 
Apicomplexa, famiglia Sarcocystidae, genere Toxoplasma, che comprende T. gondii come unica 
specie (Desmonts and Remington, 1980; Dubey e Beattie, 1988). 
 Nel ciclo biologico di questo parassita, il gatto e alcune specie di felidi selvatici sono gli ospiti 
definitivi, in cui T. gondii si riproduce asessualmente e sessualmente nelle cellule intestinali con la 
formazione di oocisti che vengono espulse nell’ambiente esterno con le feci (Schlüter et al., 2014; 
Tenter et al., 2000). Al momento dell’escrezione le oocisti, sferiche-subsferiche e di 10-12 µm di 
dimetro, non sono ancora infettanti ma lo diventano dopo una fase di maturazione (sporulazione) 
che si compie nell’ambiente esterno (Schlüter et al., 2014). Le oocisti infettanti contengo al loro 
interno due sporocisti, contenenti a loro volta quattro sporozoiti. Il tempo di sporulazione varia 
secondo le condizioni di temperatura e umidità ma, anche in condizioni ottimali, è sempre più lungo 
di 24 ore (Tenter et al., 2000; Dubey, 1998). 
L’uomo e altre specie di animali omeotermi, mammiferi e uccelli, sono ospiti intermedi in cui il 
parassita si riproduce asessualmente in sedi extraintestinali, dapprima come tachizoita e in seguito 
con la produzione di bradizoiti che si sviluppano all’interno di cisti, localizzate principalmente nel 
muscolo e nel cervello (Schlüter et al., 2014). Questa fase del ciclo avviene anche negli ospiti 
definitivi (Tenter et al., 2000). Le vie principali di infezione sono rappresentate dall’ingestione di 
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alimenti o acqua contaminati dalle oocisti mature di T. gondii e di animali e tessuti infetti  
contenenti bradizoiti o attraverso tachizoiti, per via trans-placentare (Dubey, 2009). La trasmissione 
di questo parassita può avvenire anche attraverso i tachizoiti, contenuti principalmente nel latte non 
pastorizzato e nel colostro di animali infetti. Inoltre in letteratura sono riportati anche casi di 
toxoplasmosi a seguito di trapianti d’organo e trasfusioni di sangue (Dubey, 1991). Nel gatto la 
principale via di trasmissione è rappresentata dall’ingestione di animali infetti, per lo più roditori e 
uccelli. Una volta avvenuta l’ingestione, la parete cistica viene digerita, i bradizoiti penetrano nelle 
cellule intestinali e si moltiplicano dapprima asessualmente con alcune fasi schizogoniche e poi 
sessualmente con una fase gametogonica, con formazione di oocisti che vengono emesse con le 
feci, dopo 3-10 giorni. Il gatto si può infettare anche ingerendo oocisti mature (Darwich et al., 
2012). Negli ospiti intermedi, gli sporozoiti e i bradizoiti, dopo aver penetrato la parete intestinale, 
si diffondono per via ematogena e compiono un processo di endoduogenia in cellule ospiti con 
formazione di tachizoiti, fase acuta della toxoplasmosi; infine nel sistema nervoso centrale, occhio, 
muscolatura scheletrica e cardiaca, si osserva la formazione di cisti terminali contenenti bradizoiti 
(Schlüter et al., 2014; Tenter et al., 2000). 
 La toxoplasmosi nell’uomo è asintomatica nella maggior parte dei soggetti, solo alcuni 
sviluppano linfoadenopatia. I sintomi gravi quali miocarditi, encefaliti, polmoniti ed epatiti si 
presentano raramente nei soggetti immonucompetenti, al contrario si possono verificano nei 
pazienti immunocompromessi o malati di AIDS. La toxoplasmosi può essere particolarmente grave 
se contratta in corso di gravidanza, poichè l’infezione del feto può essere causa di aborto e difetti 
congeniti. Il gatto infetto generalmente non manifesta sintomi, il riscontro clinico maggiore è 
rappresentato da uveite (Schlüter et al., 2014); inoltre la toxoplasmosi è grave nei gattini infettati 
per via congenita (Dubey e Jones, 2008). Nel cane è rara, ma le manifestazioni cliniche più comuni 
sono la polmonite, l’epatite e l’encefalite (Dubey e Lappin, 2006). Negli ovi-caprini T. gondii è una 
delle più frequenti cause do aborti e mortalità neonatale in tutto il mondo (Dubey e Jones, 2008).  
Per la caratteristica di avere un ampio spettro di ospiti, la toxoplasmosi è una delle zoonosi più 
diffuse al mondo. Infatti, essa è considerata una tra le principali malattie alimentari umane, e negli 
Stati Uniti rappresenta la 3° causa di morte tra le malattie alimentari (Jones et al., 2001). Alcuni 
episodi epidemici sono stati associati al consumo di acqua contaminata da oocisti (Jones e Dubey, 
2010). Le oocisti di T. gondii sopravvivono infatti nell’acqua fredda fino a 54 mesi (Dubey, 1998), 
mentre nel terreno resistono per anni, queste caratteristiche rappresentano ulteriori fattori importanti 
per la sua diffusione. La raccolta di dati epidemiologici è indispensabile sia per controllare la 
malattia nell’uomo e negli animali, ma anche per comprendere meglio le varie sorgenti d’infezione 
per l’uomo. La direttiva CE 2003/99, recepita in Italia dal D.L.4 Aprile 2006, n° 191, ha inserito la 
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toxoplasmosi tra le zoonosi da sottoporre a sorveglianza in funzione della situazione epidemiologica 
del paese, il fine è quello di tutelare sia la salute animale che pubblica. 
Negli ospiti definitivi, la diagnosi può essere raggiunta anche con l’esame microscopico delle 
feci per la ricerca di oocisti, che devono essere distinte da quelle di Hammondia hammondi e 
Besnoitia besnoiti che sono morfologicamente simili, ciò si può fare con l’ausilio della PCR (Dubey 
e Jones, 2008). Negli ospiti definitivi e intermedi, i test sierologici, tra i quali soprattutto il test di 
agglutinazione modificato (MAT), l’immunofluorescenza indiretta (IFAT), l’emoagglutinazione 
(IHA) e ELISA, sono impiegati per la ricerca di anticorpi specifici anti- T gondii (Sroka, 2001). 
Studi di biologia molecolare, condotti avvalendosi di tecniche come PCR-RFLP e analisi dei 
microsatelliti, hanno messo in luce l’esistenza di differenti genotipi di T. gondii che mostrano una 
diversa patogenicità (Dardé et al., 1992; Howe e Sibly, 1995; Ajzenberg et al., 2002). Tra questi i 
più noti sono il tipo I, sempre responsabile di infezioni letali nei topi neonati, il tipo II e il tipo III 
che risultano avere una virulenza significativamente minore (Sibley e Boothroyd, 1992; Herrmann 
et al., 2010). Il tipo II è ritenuto maggiormente responsabile dei casi di toxoplasmosi umana (Su e 
Dubey, 2009). In Sud America ed in Asia sono prevalenti genotipi diversi ed atipici di T. gondii, 
alcuni dei quali ad alta patogenicità per il topo, sono stati evidenziati come causa di molti casi di 
toxoplasmosi primaria generalizzata in soggetti umani adulti immunocompetenti (Carme et al., 
2009). La diffusione del parassita è cosmopolita. Si stima che un terzo della popolazione mondiale 
sia infetto (Dubey, 2010) e la frequenza varia in base alla zona geografica: negli USA sono state 
riscontrate sieropositivita del 20%-30%, in Giappone del 25%, nei Paesi Bassi del 60%, in Italia del 
60%, in Francia del 50% e in Finlandia del 35% (Sroka et al., 2001; Spiewak e Malafiei, 1996). 
La toxoplasmosi è documentata in numerose specie aviarie (Cabezon et al., 2011) e sono riportati 
anche casi clinici in cui T. gondii è stato considerato la causa della mortalità in uccelli di specie 
diversa (Cabezon et al., 2011). Infatti, sebbene l’infezione sia prevalentemente subclinica, in alcuni 
casi essa si può manifestare con una sintomatologia piuttosto grave e nei corvidi sono documentati 
casi di encefalite e morte (Molina-Lopez et al., 2012; Dubey, 2002; Work et al., 2000). Nel ciclo di 
T. gondii i corvidi sono potenziali ospiti intermedi e la loro versatilità alimentare consente che essi 
possano contrarre l’infezione attraverso diverse vie, cioè sia con l’ingestione di alimenti o acqua 
contaminati dalle oocisti mature che tramite l’ingestione di mammiferi o uccelli infetti o tessuti 
provenienti da questi contenenti tachizoiti e bradizoiti di T. gondii (Lopes et al., 2011). 
Considerando che in Italia e altri paesi gazze e cornacchie grigie tendono a rimanere solitamente 
nello stesso territorio, con voli in un raggio di pochi km (Rolando, 1995; Chamberlain-Auger et al., 
1990) e hanno la capacità di formare grandi popolazioni in aree sia urbane che rurali (Rolando, 
1995; Salant et al., 2013), la valutazione dell’infezione toxoplasmica in questi animali può fornire 
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preziose indicazioni non solo sul grado di contaminazione ambientale da parte delle oocisti di T. 
gondii, ma anche della diffusione di altri ospiti intermedi infetti (Dubey et al., 2010; Darwich et al., 
2012; Cabezon et al., 2011; Salant et al., 2013). Da ciò si deduce come questi uccelli possano 
servire da “animali sentinella”, cioè indicatori della diffusione del protozoo (Waap et al., 2012). 
Oltre a fornire indicazioni sulla diffusione di questo parassita in una determinata area geografica, il 
riscontro di prevalenze elevate nelle popolazioni di corvidi è stato associato alla possibilità che 
questi animali possano essi stessi rappresentare una fonte di infezione per altri animali a sangue 
caldo, incluso i gatti (Dubey, 2010), e in tal modo contribuire alla diffusione dell’infezione, alla 
contaminazione ambientale e ai rischi connessi con la sanità pubblica (Dubey, 2010; Haung et al., 
2012). Nei diversi studi eseguiti sui corvidi (Salant et al., 2013; Molina-Lopez et al., 2012;  
Darwich et al., 2012) la prevalenza sierologica e molecolare di T. gondii è risultata variare da 80,5% 
a 15,1%. In alcuni studi è stato osservato che le specie sedentarie di corvidi mostrano una 
sieroprevalenza più elevata rispetto a quelle migratorie e che i principali fattori di rischio associati 
all’infezione da T. gondii, oltre al comportamento alimentare, sono rappresentati dall’età, con il 
riscontro di positività più elevate negli animali più anziani rispetto ai più giovani (Cabezon et al., 
2011), dalla densità della popolazione, con tassi più elevati di sieroprevalenza nelle popolazioni a 
densità più elevate, dalla stagione, caratteristica dei corvidi è infatti quella di aggregarsi in gruppi 
nella stagione invernale, e infine anche dalla densità della popolazione umana e felina nella stessa 
area, associate ad un maggiore rischio di infezione (Salant et al., 2013; Afonso et al., 2008; Du et 
al., 2012).  
  
 
Trichinella 
 
Trichinella è un genere di nematodi inserito nella famiglia Trichinellidae e che è diviso in due 
gruppi: un gruppo costituito da cinque specie e quattro genotipi capsulati (Trichinella spiralis, 
Trichinella britovi, Trichinella nativa, Trichinella murrelli, Trichinella nelsoni) e un gruppo 
rappresentato da tre specie acapsulate (Trichinella papue, Trichinella zimbawensis, Trichinella 
pseudospiralis (Pozio e Murrell, 2006). T. spiralis e T. pseudospiralis hanno una distribuzione 
cosmopolita. T. nativa circola nelle regioni artiche e sub-artiche del Nord America, Europa e Asia, 
T. britovi nelle zone temperate dell'Europa e dell'Asia, T. murrelli nelle zone temperate del Nord 
America, T. nelsoni in Africa orientale T. papue in Africa e T. zimbawensis in Nuova Guinea e 
Thailandia (Gajadhar et al.,2009; Gottstein et al., 2009; Krivokapich et al., 2008). 
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Tutte le specie del genere sono in grado di infettare mammiferi, uomo compreso, mentre solo 
alcune specie sono state isolate anche da uccelli e rettili (Pozio e Murrell, 2006). T. pseudospiralis è 
l'unica specie isolata dagli uccelli (Pozio e Murrell, 2006) 
I parassiti adulti sono localizzati nell'intestino tenue, mentre le larve infettanti nella muscolatura 
striata dello stesso ospite. La loro caratteristica peculiare è di essere dotati di un lungo esofago 
formato da un tubo capillare, circondato da una colonna di sticociti. I maschi adulti sono lunghi in 
media 1,4 mm e larghi circa 30 µm, sono sprovvisti di spiculi, ma presentano due appendici coniche 
terminali in cui è posta la cloaca, dalla quale emerge il tubulo copulatorio. Le femmine sono dotate 
di un singolo ovaio, sono larvipare e misurano 1,3-3,3 mm di lunghezza e 33 µm di larghezza 
(Railliet, 1896). 
Il ciclo biologico inizia con l’ingestione di larve infestanti presenti nelle cellule muscolari e si 
divide in due fasi: una fase enterica e una parenterale. Gli adulti sono localizzati tra i villi 
dell'intestino tenue e, subito dopo l’accoppiamento, le femmine si addentrano nella mucosa 
intestinale e producono le larve L1 newborn, che entrano nei vasi linfatici e raggiungono i muscoli 
scheletrici. Qui le larve si accrescono senza mutare e possono sopravvivere per anni. Nelle cellule 
muscolari, le specie capsulate formano una capsula di collagene al cui interno la larva infettante si 
avvolge a spirale oppure a otto. Il ciclo ricomincia quando le larve sono ingerite da un altro ospite 
in cui le L1 si liberano nello stomaco e in seguito raggiungono l'intestino tenue; nella mucosa 
intestinale mutano da L1 a L5 in circa due giorni e, dopo l’accoppiamento degli adulti, si avrà la 
formazione di nuove generazioni di larve L1 newborn (Gottstein et al., 2009). La principale via di 
trasmissione di Trichinella è pertanto rappresentata dal carnivorismo e l’infestazione si verifica 
dopo l'ingestione di tessuto muscolare di un animale infetto o dal consumo di tessuti infetti di una 
carogna della stessa specie (cannibalismo) o di specie diversa (Gottstein et al., 2009). Uno dei più 
importanti fattori biologici che promuovono la trasmissione è la capacità fisiologica delle larve di 
sopravvivere nei muscoli delle carcasse in decomposizione (Gottstein et al., 2009). La trasmissione 
è possibile anche con la coprofagia, poiché nelle feci fresche possono essere presenti larve vitali, e 
con l’ingestione di un ospite paratenico, che si sia infettato alimentandosi di carcasse infette (Riva 
et al., 2015). 
Si distinguono due tipi di cicli: silvestre e domestico. Nel primo caso sono principalmente 
interessati carnivori e onnivori selvatici, come volpi, cinghiali e roditori. L'importanza della fauna 
selvatica è sottolineata dal più ampio spettro di ospiti selvatici rispetto ai domestici. Pertanto, la 
corretta gestione della fauna selvatica è fondamentale al fine di prevenire la possibilità che 
l’infezione da Trichinella dall’ambiente silvestre possa passare a quello domestico (Pozio e Murrell, 
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2006). Infatti, il ciclo domestico e silvestre spesso sono separati, ma a volte il ciclo silvestre può 
interferire con il ciclo domestico, attraverso animali sinantropi (Bandino et al., 2015). 
 Il ciclo domestico è responsabile della maggior parte delle infezioni umane e i prodotti a base di 
carne e le carni derivati da suini sia domestici che selvatici, non sottoposti ad adeguati controlli e 
consumati crudi o poco cotti, oppure sotto forma di prodotti di salumeria, rappresentano la 
principale fonte di infezione per l’uomo (Murrell e Pozio, 2011). Un’altra fonte di infezione è 
rappresentata dal consumo di carne equina (Gottstein et al.,2009), come quelle osservate nel 2005 in 
Lombardia, Emilia-Romagna e Puglia dovute al consumo di carne equina importata da paesi dell’est 
Europa (www.iss.it). Casi di trichinellosi umana dovuta al consumo di carne e prodotti carnei 
provenienti da allevamenti industriali sono rari. Nell’uomo, l’infezione può essere asintomatica 
oppure si manifesta dopo 1-2 giorni dall’ingestione di prodotti infetti con nausea, diarrea, vomito e 
dolore addominale durante la fase intestinale. Nella fase sistemica, in cui le larve migrano per 
raggiungere i tessuti muscolari, si osservano edemi periorbitali e facciali, congiuntivite, febbre, 
mialgie, eruzioni cutanee, occasionalmente miocardite, coinvolgimento del sistema nervoso centrale 
e polmonite, con possibile morte (www.cdc.gov).  
In Italia sono presenti le specie T. britovi e T. pseudospiralis (Merialdi et al., 2011; Pozio, 2007). 
Gli episodi di trichinellosi umana causati da T. spiralis nel territorio italiano, nel passato sono 
sempre stati legati al consumo di carne equina infetta importata dai paesi dell’Est (Liciardi et al., 
2009). Recentemente però (febbraio 2016), nel comune di Travo in provincia di Piacenza è stata 
riscontrata la positività per T. spiralis nel tessuto muscolare di una volpe. Questa è la prima 
segnalazione di questa specie nella fauna autoctona in Italia (M. Tamba, comunicazione personale). 
In Italia e in Europa, T. pseudospiralis  è stata riportata per la prima volta nel 1999 in un allocco e 
una civetta risultate positive per la presenza di larve nei muscoli pettorali (Pozio et al., 1999).  Questa 
specie cosmopolita può infatti colpire sia i mammiferi che gli uccelli (Pozio, 2005). 
T. britovi è la specie più ampiamente distribuita nel ciclo silvestre di Europa, Asia e Nord e 
l'Africa occidentale e può infettare i mammiferi e suini di allevamenti estensivi. Il serbatoio 
principale di T. britovi in Europa è la volpe rossa, per questo motivo, essa è considerata un animale 
sentinella per valutare la diffusione di questo parassita in natura (Pozio et al., 2009).  
In Italia, dopo un periodo di circa venti anni di assenza di positività per Trichinella nelle carni, 
l'ultima positività fu infatti riscontrata nel 1993 in un suino macellato a domicilio ad Arezzo, si sono 
verificati vari focolai di trichinellosi. Singoli casi umani si sono verificati dal 2011 a oggi in 
Sardegna, Toscana, Basilicata e Liguria (www.iss.it). Nel territorio toscano si è verificato, nel mese 
di dicembre 2012, un focolaio umano di trichinellosi che ha coinvolto 34 persone nel territorio della 
USL 2 di Lucca. Le persone coinvolte si sono infestate consumando salsicce crude preparate 
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artigianalmente e composte da un 70% di carne di cinghiale e da un 30% di carne di suino. La 
specie di Trichinella interessata è risultata essere T. britovi (Fichi et al., 2015).  
In seguito, nel mese di febbraio 2013, è stata rilevata a Grosseto una positività per T. 
pseudospiralis in un campione di tessuto muscolare di un cinghiale abbattuto a caccia nel corso 
dell'ispezione sanitaria, presso un centro di lavorazione selvaggina (Gómez-Morales et al., 2014). 
Nel mese di marzo 2013 è stata rilevata ad Arezzo una positività per T. pseudospiralis nel tessuto 
muscolare di una carcassa di volpe (Vulpes vulpes) rinvenuta morta (D. Deni, comunicazione 
personale).  
Gli eventi sopra riportati, dimostrano che si è verificato un cambiamento della situazione 
epidemiologica che è stato correlato ai recenti fenomeni alluvionali verificatesi nella Regione 
Toscana, che hanno favorito la mortalità degli animali selvatici e, conseguentemente, l'ingestione 
delle loro carcasse da parte dei numerosi cinghiali e altri animali onnivori e carnivori, presenti nel 
territorio regionale.  
Analogamente, anche in altre zone d’Italia recentemente sono state osservate positività negli 
animali e nell’uomo. Negli anni 2010-2013, alcuni allevamenti di cinghiale in Friuli e in un 
cinghiale cacciato in Emilia-Romagna sono risultati positivi per T. pseudospiralis (Merialdi et al., 
2011).  
In provincia di Potenza, nel 2014, sono state consumate salsicce crude di cinghiale risultato 
infetto da T. britovi. Un’epidemia umana si è verificata a Genova nel 2015 in un agriturismo per il 
consumo carpaccio di “carne bovina”; si sospetta che la fonte di infezione sia stata carne di 
cinghiale infetta da T. pseudospiralis mescolata fraudolentemente alla carne bovina    
(http://www.ispalim.unina.it/Trichinella%20Pozio.pdf; 
http://www.ilsecoloxix.it/p/genova/2015/05/12/AReWQ0PE-intossicati_allarme_capodanno.shtml).  
Fino al 1979 gli uccelli non hanno ricevuto molta attenzione dagli studiosi come ospiti di 
Trichinella. Negli ultimi anni alcuni autori hanno riportato l’infezione da T. pseudospiralis in 
diverse specie di uccelli carnivori e onnivori (Shaikenov, 1980; Pozio, 2005), inclusi i corvidi. In 
letteratura sono riportati pochi studi riguardanti la trichinellosi nei corvidi. In alcune indagini (Blaga 
et al., 2009; Komorova et al., 2013b) la ricerca delle larve di Trichinella mediante digestione 
artificiale in varie specie di uccelli, corvidi compresi, ha dato esiti negativi. Al contrario, nello 
studio di Shaikenov (1980), due esemplari di Corvus frugilegus sono risultati positivi per T. 
pseudospiralis.  
I corvidi possono potenzialmente infestarsi per la loro abitudine alimentare che prevede la 
predazione, il cannibalismo e la necrofagia, che rappresentano la principale via di trasmissione del 
parassita in ambito silvestre (Shaikenov, 1980). Per questi motivi, dopo il recente episodio di 
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infestazione umana, la Giunta Regionale Toscana ha recentemente emanato la Delibera 910/2013 
che recepisce le Direttive inerenti l’applicazione del Regolamento (CE) n° 2075/2005 sulle norme 
specifiche applicabili ai controlli ufficiali di Trichinella nelle carni. Al fine di valutare lo stato di 
diffusione dell’infestazione da Trichinella, nell’allegato A di questa delibera viene specificato di 
esaminare campioni prelevati da carcasse di volpi e di altri animali selvatici indicatori, inclusi i 
corvidi. 
 
 
L’obiettivo del presente lavoro è stato quello di eseguire un’indagine finalizzata a valutare la 
presenza di T. gondii e T. pseudospiralis nelle gazze e nelle cornacchie grigie, catturate in diversi 
comuni nella provincia di Pisa.  
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Materiali e Metodi 
  
Animali 
 
Nel periodo compreso tra Dicembre 2012 e Luglio 2013 sono stati esaminati 798 corvidi, 
comprendenti 678 gazze (Pica pica) e 120 cornacchie grigie (Corvus corone cornix), provenienti 
dalla Provincia di Pisa, in particolare dai comuni di Rio Arbiaia, Asciano, Navacchio, Querceto, 
Casale, Casaglia, Calcinaia, Guardistallo e Bientina (Tabella n.1). Gli animali esaminati derivano 
dalle Zone di Ripopolamento e Cattura (ZRC) prelevati e abbattuti come prevede l’articolo 19 della 
Legge Nazionale 157/92, e l’articolo 37 della Legge Regionale Toscana 3/94.   
 
Tabella 1. Siti di provenienza di cornacchie grigie e gazze  della provincia di Pisa. 
 
 
GAZZA CORNACCHIA GRIGIA 
 
TRICHINELLA TOXOPLASMA TRICHINELLA TOXOPLASMA 
PROVENIENZA ANIMALI ANIMALI ANIMALI ANIMALI 
Asciano 27 28 15 15 
Bientina  - 104  -  - 
Calcinaia 52 55 20 22 
Casaglia 68 68 8 7 
Casale 163 158  -  - 
Guardistallo 99 50  -  - 
Navacchio 71 69 25 25 
Querceto 138 58 23 51 
Rio Arbiaia  60 61  -  - 
TOTALE 678 651 91 120 
 
 
 
Tra questi animali, 651 gazze e 120 cornacchie grigie sono state esaminate per la ricerca di T. 
gondii., mentre 678 gazze e 91 cornacchie grigie sono state esaminati la ricerca di Trichinella. 
 
Campionamento 
 
In accordo con altri autori (Blaga et al., 2009), in sede necroscopica da tutti gli animali esaminati 
sono stati prelevati i muscoli pettorali, utilizzati per la ricerca delle larve di Trichinella con una 
tecnica di digestione artificiale. Nel caso di T. gondii, invece, è stato prelevato il cuore di 771 
animali.  
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I campioni sono stati posti in contenitori su cui sono stati riportati la specie, la zona di 
provenienza e la data del prelievo e conservati alla temperatura di -20°C per essere successivamente 
analizzati. 
 
Trichinella 
 
La tecnica di digestione artificiale di riferimento impiegata nel presente studio è stata quella 
indicata dal Regolamento CE 2075/2005, che definisce in maniera dettagliata le metodiche di 
campionamento e di analisi ufficiale per ogni categoria animale. Il principio della prova è la 
simulazione del processo di digestione dei mammiferi, grazie a tale processo si ottiene la digestione 
delle proteine muscolari e delle capsule di incistamento delle larve di alcune specie di Trichinella, 
che vengono così liberate e possono essere concentrate mediante metodi di sedimentazione. 
Nel nostro caso sono stati impiegati 5 grammi di muscolo pettorale di ciascun animale, di cui la 
metà (2,5 gr) sono stati impiegati per formare pool di 20 campioni da 50 gr ciascuno omogenei per 
specie animale e zona di provenienza, e altri 2,5 gr sono stati conservati per una eventuale 
ripetizione della prova. 
Tutti i pool sono disposti negli involucri identificativi riportanti la specie animale, la zona di 
provenienza e la data.  
 
La miscela digestiva è composta da 2 litri di acqua di fonte, riscaldata a 45° ± 1° C in beacker da 
3 litri, posto sulla piastra dell’agitatore magnetico a cui sono aggiunti, mescolando, prima 16 ml di 
acido cloridrico al 25% e successivamente 30 ml di pepsina liquida. La preparazione del campione 
avviene previa tolettatura, nel caso in cui vi sia ancora la presenza di aponeurosi o parti tendinee, 
successiva pesatura tramite la bilancia tecnica con tollerabilità all’1%, prima di essere aggiunti alla 
soluzione digestiva sono finemente macinati con l’ausilio di un miscelatore a lame o un tritacarne. 
Lasciare in agitazione con l’apposita barretta a 45°± 1°C per circa 30 minuti. Terminato il periodo 
di digestione versare la sospensione filtrandola attraverso il setaccio in uno o più imbuti separatori. 
Lasciare sedimentare per 30 minuti. Raccogliere in una provetta o in un cilindro graduato il 
sedimento, sospeso in circa 40 ml di sospensione, aprendo con cautela il rubinetto dell’imbuto 
separatore. Aspirare ed eliminare il liquido surnatante, contenuto nel bicchiere conico utilizzando il 
pipettatore automatico su cui è stata innestata una pipetta da almeno 25 ml, avendo cura di non 
risospendere il sedimento. Versare il sedimento con circa 40 ml di sospensione in provetta da 50 ml 
o in un cilindro graduato e lasciare sedimentare per altri 10 minuti. Aspirare 30 ml di liquido 
surnatante ed eliminarlo. Risospendere il sedimento nei 10 ml di liquido sovrastante e versare i 10 
ml circa di sedimento e liquido residuale in una piastra Petri. Risciacquare la provetta da 50 ml o il 
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cilindro con un massimo di 10 ml di acqua di fonte e versare nella stessa piastra Petri. Per facilitare 
la lettura, in alcuni casi è preferibile suddividere il liquido in 2 piastre. Il fondo delle piastre è stato 
previamente suddiviso in 9 quadranti con un pennarello a punta fine. La lettura deve 
necessariamente essere effettuata entro i 30 minuti. Il sedimento viene letto tramite l’utilizzo di uno 
stereomicroscopio ad ingrandimento 10 – 20 X. Eventuali campioni sospetti di positività devono 
essere accuratamente esaminati all’ingrandimento di 60 – 100 X. 
Nel caso in cui dopo la filtrazione del digerito attraverso il setaccio, si dovessero evidenziare 
frammenti di carne non digerita, conseguenti a una digestione incompleta, è necessario procedere 
alla pesata del setaccio stesso per la verifica del peso residuo, massimo residuo consentito ≤ 5% del 
peso del campione iniziale. Nel caso in cui il peso del materiale residuo eccedesse di questo valore, 
si dovrà ripetere la prova. 
Le larve di Trichinella, dopo la digestione e libere da cisti, hanno una lunghezza di circa 0,6 - 1,2 
mm e una larghezza di circa 30 – 60 µm. I campioni in cui si evidenzi almeno una larva sono 
considerati positivi. Se la lettura ha dato esito negativo sul rapporto di prova va riportata la seguente 
dicitura: “Trichinella sp. (digestione artificiale): assente, in caso contrario “Trichinella sp. 
(digestione artificiale): presente. I campioni positivi devono essere trasferiti presso il Dipartimento 
di malattie infettive, parassitarie ed immunomediate dell’Istituto Superiore di Sanità (Roma), dove 
la positività viene confermata e le larve vengono identificate a livello di specie mediante multiplex 
PCR (Pozio  e La Rosa, 2010).  
 
 
 
Toxoplasma gondii 
 
Le analisi per la ricerca di T. gondii sono state eseguite sui cuori e sul coagulo intracardiaco. Il 
coagulo, utilizzato per la diagnosi sierologica, è stato posto in una provetta eppendorf identificata 
con lo stesso numero della provetta contenente il cuore. Il cuore, dopo essere stato sminuzzato 
manualmente con le forbici, è stato posto in una provetta eppendorf opportunamente numerata per 
essere conservato a –20°C e, per gli animali risultati sierologicamente positivi, successivamente 
utilizzato per effettuare l’estrazione del DNA seguita dalla PCR e dalla genotipizzazione. Per 
l’esecuzione delle analisi molecolari, il cuore degli animali sierologicamente positivi è stato 
utilizzato in toto. 
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Immunofluorescenza indiretta (IFAT) 
 
In questo studio il test IFAT è stato eseguito impiegando un antigene costituito da tachizoiti di 
fluido ascitico di topo, partendo da una diluizione del siero di 1/25, e con anticorpo secondario 
costituito da anti-IgG di pollo (Sigma-Aldrich, Saint Louis, Missouri 63103 USA) alla diluizione di 
1/30. I sieri sono stati titolati per raddoppio. La diluizione di partenza è stata stabilita in accordo con 
Molina-Lopez et al. (2012). 
 
 
Reazione a catena della polimerasi (PCR) 
 
I cuori degli animali risultati sierologicamente positivi sono stati analizzati con tecniche 
molecolari.  
Per la reazione di PCR è stato impiegato il modello descritto da Jones et al. (2000), che amplifica 
il gene B1. Le due coppie di primer oligonucleotidi diretti contro la regione B1 del gene di 
Toxoplasma gondii sono: B1 out F (GGA ACT GCA TCC GTT CAT GAG), B1 out R (TCT TTA 
AAG CGT TCG TGG TC) e B1 in F (TGC ATA GGT TGC AGT CAC TG), B1 in R (GGC GAC 
CAA TCT GCG AAT ACA CC). I primer “out” vanno ad amplificare un frammento specifico di 
193 bp nel DNA di T. gondii, mentre i primer “in” vanno ad amplificare un frammento interno al 
precedente di  96 bp. 
Tutti i campioni risultati positivi per T. gondii alla PCR sono stati amplificati con nested PCR 
per i seguenti 5 markers: SAG1, 3’-SAG2, 5’-SAG2, alt.SAG2, SAG3 (Tabella n.2) e sottoposti a 
digestione enzimatica tramite una RFLP, per stabilire il genotipo di appartenenza, utilizzando il 
protocollo di Su e Dubey (2009) modificato. 
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Tabella 2. Marker utilizzati per la genotipizzazione di T. gondii 
Markers  
Multiplex PCR primers (external 
primers)*  
Nested PCR primers (internal 
primers) 
Nested PCR 
(bp) 
Restriction enzymes, 
NEB buﬀers, incubation 
temperature and time 
 Reference 
SAG1 
F: GTTCTAACCACGCACCCTGAG  F: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC  
390 
SAU96 I + HaeII (double 
digest). 
NEB4, BSA, 37 °C 1 h. 2-
5% gel. 
(Grigg et al. 2001) 
R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG 
5'-SAG2 
Not needed. F: GAAATGTTTCAGGTTGCTGC 
242 
MboI, NEB4, BSA, 37 °C 
1h 2-5% gel. 
(Howe et al. 1997; 
Su et al. 2006) 
The DNA fragment for 5'-SAG2 is 
covered 
by the external primers of alt. 
SAG2. 
R: GCAAGAGCGAACTTGAACAC 
3'-SAG2 
F: TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC F: ATTCTCATGCCTCCGCTTC 
222 
HhaI, NEB4, BSA, 37 °C 
1h 2-5% gel. 
(Howe et al. 1997) 
R: TCAAAGCGTGCATTATCGC R: AACGTTTCACGAAGGCACAC 
alt. SAG2  
F: GGAACGCGAACAATGAGTTT F: ACCCATCTGCGAAGAAAACG 
546 
HinfI + TaqI, NEB3, BSA, 
37 °C 30 min, 65 °C 30 
min. 2-5% gel. 
(Khan et al. 2005b; 
Su et al. 2006) 
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT R: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC 
SAG3 
F: CAACTCTCACCATTCCACCC F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA 
225 
NciI, NEB4, BSA, 37 °C 1h. 
2-5% gel. 
(Grigg et al. 2001) 
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA 
 
 
La miscela di reazione è stata preparata mettendo in ogni PCR tube 10 µl di amplificato, 0,2 µl di 
BSA (albumina sierica bovina, 100X), 1,8 µl di NEB4 (Buffer per facilitare la reazione) , 7,5 µl di 
acqua e 0,5 di enzima di restrizione. Per SAG1 e alt. SAG2, dato l'impiego di 2 endonucleasi, 7 µl 
di acqua  e 0,5 µl di uno e 0,5 µl dell'altro enzima di restrizione. In Tabella n.2 sono riportate, per 
ogni marker studiato, le endonucleasi utilizzate, temperatura e tempo di incubazione. Tutti i prodotti 
così ottenuti, successivamente sono stati sottoposti ad una “corsa” su gel di Agarosio. 
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Analisi Statistica 
 
La prevalenza è stata calcolata sulla base degli animali positivi sul totale degli esaminati.  
Il test del Chi quadro con la correzione di Yates (Lancaster, 2006; Camilli and Hopkins, 1978) è 
stato applicato:  
1) tra le prevalenze ottenute nelle gazze vs cornacchie grigie, al fine di verificare differenze fra le 
specie;  
2) tra le prevalenze ottenute negli animali esaminati suddivisi per area di indagine, al fine di 
verificare eventuali differenze tra le diverse aree di provenienza degli animali. 
I risultati sono stati considerati significativi quando l'ipotesi nulla ha presentato una probabilità 
inferiore a P<0.05. 
L’analisi statistica è stata effettuata mediante il programma SAS Institute Inc. (2009) - JMP®. 
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Risultati 
 
Tutti i campioni esaminati per la ricerca di Trichinella hanno dato esito negativo (Tabella n.3).  
L’analisi sierologica per la ricerca di anticorpi anti-T. gondii ha evidenziato la positività di 
45/771 animali (5,8%), con titoli anticorpali da 1:25 a 1:100 (Tabella n.4).  
In dettaglio 41/651 (6,3%) gazze e 4/120 (3%) cornacchie grigie sono risultate sierologicamente 
positive. 
La PCR ha confermato la positività in 15 animali dei 45 animali sieropositivi. I dati riferiti alla 
positività per T. gondii sono riportati in Tabella n.5. 
 
 
     Tabella 3. Risultati ottenuti dalla ricerca di Trichinella con la digestione artificiale 
SITI  SPECIE N° TOTALE CAMPIONI NEGATIVI POSITIVI 
RIO ARBIAIA GAZZA 120 120 - 
NAVACCHIO 
CORNACCHIA GRIGIA 50 50 - 
GAZZA 81 81 - 
QUERCETO 
CORNACCHIA GRIGIA 46 46 - 
GAZZA 275 275 - 
CASALE GAZZA 326 326 - 
GUARDISTALLO GAZZA 198 198 - 
ASCIANO 
CORNACCHIA GRIGIA 30 30 - 
GAZZA 54 54 - 
CALCINAIA 
CORNACCHIA GRIGIA 40 40 - 
GAZZA 104 104 - 
CASAGLIA 
CORNACCHIA GRIGIA 16 16 - 
GAZZA 136 136 - 
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Tabella 4. Risultati ottenuti per la ricerca di T. gondii all’IFAT e alla PCR 
SITI  SPECIE N° TOTALE CAMPIONI NEGATIVI POSITIVI IFAT  IFAT 
POSITIVI 
PCR 
Heart 
RIO ARBIAIA GAZZA 61 58 3 
1:10 neg 
1:10 pos 
1:20 pos 
NAVACCHIO 
CORNACCHIA GRIGIA 25 24 1 1:40 neg 
GAZZA 70 64 6 
1:20 neg 
1:20 neg 
1:40 pos 
1:40 neg 
1:10 neg 
1:20 neg 
QUERCETO 
CORNACCHIA GRIGIA 51 49 2 
1:10 neg 
1:10 neg 
GAZZA 58 54 4 
1:10 neg 
1:20 neg 
1:10 neg 
1:20 neg 
CASALE GAZZA 94 54 8 
1:40 pos 
1:20 neg 
1:20 pos 
1:10 neg 
1:10 neg 
1:10 neg 
1:20 neg 
1:20 neg 
GUARDISTALLO GAZZA 50 48 2 
1:10 neg 
1:10 neg 
ASCIANO 
CORNACCHIA GRIGIA 15 15 - - - 
GAZZA 28 26 2 
1:20 neg 
1:10 pos 
CALCINAIA 
CORNACCHIA GRIGIA 22 21 1 1:10 neg 
GAZZA 55 53 2 
1:20 neg 
1:10 neg 
CASAGLIA 
CORNACCHIA GRIGIA 7 7 - - - 
GAZZA 68 62 6 
1:20 neg 
1:20 pos 
1:10 pos 
1:10 pos 
1:10 neg 
1:20 neg 
BIENTINA GAZZA 104 96 8 
1:10 pos 
1:10 pos 
1:20 pos 
1:20 neg 
1:20 neg 
1:10 pos 
1:10 pos 
1:40 pos 
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I test molecolari hanno evidenziato DNA appartenente al genotipo II in 8 campioni ed al genotipo 
III  in 7 (Tabella n.5). 
 
 
Tabella 5. Risultati della genotipizzazione. 
 
 Rio 
Arbiaia 
Navacchio Casale Casaglia Asciano Bientina 
 42 55 33 29 55 34 47 62 25 10 15 23 49 56 58 
SAG1 II  - II  -  - II+III III  - - III  - III  -  -  - 
3'SAG2 II III II III III I+III III II II III II III II II II 
5'SAG2 II III II III III III III II II III II III II II II 
SAG2 
new 
 -  - II  -  - II+III III  - -  -  -  - II II II 
SAG3 II  - II  -  - III III II II III II  -  -  -  - 
 
 
 
 
 
 
 
Analisi statistica dei risultati 
 
Dall’analisi statistica eseguita non è risultata nessuna differenza significativa tra le due specie di 
corvidi e anche le differenze riguardanti la prevalenza di T. gondii nelle varie zone di provenienza 
non sono risultate statisticamente significative. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                        
22 
 
Discussione 
Il protozoo T. gondii e i nematodi del genere Trichinella sono importanti agenti di zoonosi 
(Cabezon et al., 2011; Mukaratirwa et al., 2013). Questi parassiti sono infatti rispettivamente 
responsabili della toxoplasmosi e della trichinellosi, due importanti infezioni umane, 
frequentemente di origine alimentare e potenzialmente causa di forme cliniche gravi, di morte e, nel 
caso di T. gondii, anche di gravi lesioni e malformazioni fetali (Gómez-Morales et al., 2014; Tenter 
et al., 2000). Per le loro abitudini alimentari, che prevede la predazione, il cannibalismo, la 
necrofagia e il consumo di vegetali e artropodi, i corvidi possono non solo essere coinvolti nel ciclo 
di questi parassiti e rappresentare una fonte di infezione per altri animali, ma sono anche considerati 
degli “animali sentinella”, cioè capaci di indicare la diffusione di questi parassiti in una determinata 
area geografica (Waap et al., 2012). Nel presente lavoro è stata eseguita una indagine finalizzata a 
valutare la presenza di T. gondii e Trichinella nei corvidi, in particolare gazze e cornacchie grigie, 
della provincia di Pisa.  
Nel genere Trichinella, T. pseudospiralis è ad oggi l'unica specie riportata come possibile causa 
di infestazioni negli uccelli (Pozio e Murrell, 2006).  
In Europa, T. pseudospiralis risulta ampiamente distribuita tra diverse specie di animali selvatici 
quali rapaci, cinghiali, procioni e volpi rosse, ed è stata segnalata anche nei suini domestici e nei 
ratti (Shaikenov, 1980; Nöckler et al, 2006;. Pozio et al., 2009; Merialdi et al., 2011; Santrac et al., 
2015). In Italia, a Genova, questa specie è stata recentemente individuata come l’agente 
responsabile di episodi di trichinellosi umana causati dal probabile consumo di carni di cinghiale 
infette(http://www.ispalim.unina.it/Trichinella%20Pozio.pdf)  
http://www.ilsecoloxix.it/p/genova/2015/05/12/AReWQ0PE-intossicati_allarme_capodanno.shtml). 
La presenza di questa specie è stata anche recentemente segnalata nella volpe e nel cinghiale in 
Toscana (D. Deni, comunicazione personale) e nel cinghiale in Emilia Romagna e Friuli (Merialdi 
et al., 2011). Negli uccelli, in Italia la presenza di questa specie è stata segnalata nei rapaci notturni, 
precisamente in un allocco e una civetta del centro Italia (Pozio et al., 1999). Nonostante la 
prevalenza negli uccelli esaminati fosse molto bassa (1%), questo riscontro suggeriva agli autori che 
il ciclo di T. pseudospiralis fosse endemico in questa area geografica (Pozio et al., 1999). Nei 
corvidi, T. pseudospiralis è stata riportata in due esemplari di Corvus frugilegus (Shaikenov, 1980). 
In Europa la presenza e le segnalazioni di T. pseudospiralis sono tuttavia molto meno frequenti 
rispetto alle specie capsulate e il numero di segnalazioni di questa specie nei mammiferi è molto 
superiore che negli uccelli (Pozio et al., 2009). Secondo alcuni autori (Merialdi et al., 2011) ciò 
potrebbe essere correlato al numero limitato di studi riguardanti i volatili rispetto ai mammiferi. Sia 
nei mammiferi che negli uccelli, per la diagnosi di T. pseudospiralis si utilizza la digestione 
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artificiale di muscoli elettivi, negli uccelli generalmente i muscoli pettorali e i muscoli di testa e 
collo (Blaga et al., 2009; Pozio et al., 2005a; Reg. CE 2075/2005), in quanto l’esame 
trichinelloscopico ha una sensibilità troppo bassa per evidenziare le larve di questa specie 
acapsulata (Reg. CE 2075/2005). Pertanto per la ricerca di T. pseudospiralis nei 769 animali 
esaminati nel presente studio, sono stati analizzati i muscoli pettorali mediante una tecnica di 
digestione artificiale. Tutti gli animali analizzati sono risultati negativi. I risultati ottenuti sono in 
accordo con recenti studi effettuati in Italia, Slovacchia e in Romania in cui è stata osservata la 
negatività dei rapaci e dei corvidi esaminati, gazze e cornacchie incluse (Merialdi et al., 2011; 
Komorova et al., 2013a,b; Blaga et al., 2009). In uno di questi studi (Blaga et al., 2009) la mancanza 
del riscontro di T. pseudospiralis negli uccelli esaminati è stata correlata al fatto che a livello 
mondiale le segnalazioni negli uccelli sono davvero molto poche rispetto alle segnalazioni nei 
grandi mammiferi e ciò potrebbe indicare una più bassa probabilità di infestazione negli uccelli 
piuttosto che nei grandi mammiferi (Blaga et al., 2009; Pozio e Murrell 2006). 
In conclusione, nonostante la documentata presenza di T. pseudospiralis negli animali selvatici, 
soprattutto cinghiali e volpi, della Toscana e di alcune regioni limitrofe, quali Emilia Romagna e 
Liguria, i risultati ottenuti nel presente lavoro hanno evidenziato la negatività per T. pseudospiralis 
dei corvidi della provincia di Pisa esaminati in questo studio. 
Nel caso di T. gondii, la presente indagine rappresenta il primo studio in Italia in cui sono stati 
considerati i corvidi. Globalmente, la prevalenza sierologica di T. gondii riscontrata nei corvidi 
esaminati in questo studio è stata pari al 5,8% (45/771) e sono risultate positive 41/651 (6,3%) 
gazze e 4/120 (3,3%) cornacchie grigie. La prevalenza sierologica non è risultata statisticamente 
diversa tra le due specie in esame, né sono state osservate differenze significative tra le varie aree 
esaminate.  
Cinque corvidi hanno mostrato positività con titoli anticorpali 1:100, un valore abbastanza 
elevato nelle specie aviari, ma riportato nei corvidi in precedenti studi (Molina-Lopez et al., 2012; 
Salant et al., 2013). In questi studi precedenti per la valutazione della positività sierologica dei 
corvidi il test utilizzato è stato il MAT (Salant et al., 2013; Molina-Lopez et al., 2012). Poichè il 
siero degli animali esaminati in questo studio era molto emolizzato questo test sierologico non è 
stato impiegato, ma si è preferito utilizzare l’IFAT. Le indagini molecolari hanno evidenziato la 
presenza del parassita solo nel 33% degli animali risultati sierologicamente positivi in questo studio, 
rappresentati tutti da gazze. Confrontando i risultati ottenuti con i pochi dati disponibili in 
bibliografia, la sieroprevalenza riscontrata nei corvidi esaminati in questo studio è da ritenersi 
piuttosto modesta; infatti in altri paesi sono state osservate prevalenze più elevate. In Spagna, ad 
esempio, la sieroprevalenza osservata nel corvo comune è risultata pari a 80,5% (91/113) (Molina-
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Lopez et al., 2012), mentre la prevalenza molecolare osservata nella gazza è risultata pari al 15,1% 
(5/33) (Darwich et al., 2012). In Israele, la sieroprevalenza di T. gondii osservata in alcune specie di 
corvidi, inclusa la cornacchia grigia, è stata del 42,6% (52/122) (Salant et al., 2013), mentre in 
Cecoslovacchia l’incidenza osservata in Corvus frugileus è del 18%. D’altro canto, in altri studi 
(Alvarado-Esquivel et al., 2011; Dubey et al., 2010) tutti i corvidi esaminati sierologicamente per la 
ricerca di T. gondii sono risultati negativi. Bisogna però considerare che il numero di animali 
esaminati nel presente studio è decisamente superiore a quello esaminato negli studi precedenti; 
pertanto la prevalenza da noi osservata potrebbe essere più attendibile rispetto a quella osservata in 
altre indagini. 
Riguardo la bassa positività alla PCR degli animali sieropositivi, bisogna innanzitutto 
considerare che la ricerca molecolare di T. gondii è stata da noi effettuata solo su una frazione del 
cuore; inoltre non si può escludere la presenza del parassita in altre localizzazioni, quali ad esempio 
il SNC, che in altre specie aviarie sembra rappresentare la sede di una maggiore concentrazione del 
protozoo rispetto al cuore (Mancianti et al., 2013; Molina-Lopez et al., 2012). Ciononostante, in 
alcuni studi sui polli e sui passeri è stata osservata una maggiore presenza del parassita nei muscoli 
piuttosto che nel cervello (Dubey et al., 2008; Gondim et al., 2010). Nei corvidi, gli unici dati 
disponibili sono rappresentati dal riscontro negativo della presenza del parassita nel cervello di due 
esemplari di Corvus corax analizzati con la PCR la cui positività sierologica non è nota (Molina-
Lopez et al., 2012), dalla positività alla PCR del cervello dell’unico corvo esaminato con tecniche 
molecolari nello studio di Salant et al. (2013) e risultato sieropositivo con un titolo 1:100 e, infine, 
dalla positività alla PCR del cervello di 5 delle 33 gazze e 3 corvi esaminati nello studio di Darwich 
et al., 2012).  
In Europa, Africa e Nord America, T. gondii mostra una bassa variabilità genetica 
ed è associata a tre genotipi principali, tipo I, tipo II e tipo III, mentre nelle regioni tropicali del Sud 
America, i ceppi di T. gondii sono caratterizzati da un alto grado di diversità genetica (Su et al., 
2010). Nelle gazze positive alla PCR in questo studio sono stati identificati il tipo II e III. Questi 
dati concordano con quelli osservati in Italia in altre specie di uccelli selvatici e domestici (Dubey et 
al., 2008; Mancianti et al., 2013). Anche in altri paesi europei, i genotipi II e III sembrano essere 
piuttosto frequenti negli uccelli (Aubert et al., 2008, 2010; Turčeková et al., 2014; Jokelainen e 
Vikøren, 2014). Nell’unico studio sui corvidi, eseguito in Israele, è stata messa in evidenzia la 
presenza del tipo II in un corvo (Salant et al., 2013).  
In conclusione i risultati ottenuti in questo lavoro hanno evidenziato l’infezione toxoplasmica nei 
corvidi della provincia di Pisa. Nonostante la prevalenza non particolarmente elevata, non è esclusa 
la possibilità che questi animali possano contribuire alla diffusione dell’infezione in questa area.  
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